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はじめに
乳癌は本邦の女性において最も罹患率が高い固形悪性
腫瘍であるが，その中でも免疫組織学的にエストロゲン
レセプター・プロゲステロンレセプターおよび上皮成長
因子受容体２（HER２／ErbB２）の発現を欠くトリプルネガ
ティブ乳癌（Triple Negative Breast Cancer : TNBC）
は乳癌全体の約１５‐２０％を占め，その特徴として病理組
織学的に低分化で悪性度が高い傾向にあり，術後早期に
再発しやすく，またその生物学的特性から内分泌療法
（抗エストロゲン剤・アロマターゼ阻害剤）や，抗 HER２
抗体療法（トラスツズマブ）が適応とならず既存の抗癌
剤しか選択できないといった臨床上さまざまな問題点が
ある。そこでわれわれは，TNBCに対する新規分子標
的治療薬の創出を目標に，TNBCの遺伝子発現情報に
基づいた分子生物学的特性を調べ，その中でプロテア
ソーム構成因子による TNBCの増殖制御についての研
究を行ってきた。
TNBCの遺伝子発現情報の構築
乳癌は非常に不均一性（heterogeneity）が強い集団で
あるが，近年の DNAマイクロアレイ技術の発展により，
その遺伝子発現情報の相違によって大まかに Luminal-
type，HER２-type，basal-typeと分類されるようになっ
た１）。その中でも乳腺筋上皮細胞（myoepithelial cellまた
は basal cell）に特有の遺伝子を高発現する basal-type
乳癌の多くが TNBCの定義を満たすが，TNBC自体も
不均一性が強い疾患群であるため，治療戦略を構築する
うえで，包括的な生物・生命情報処理解析（OMICS解
析）によりその生物学的特性を正確に捉える必要がある。
われわれは，DNAマイクロアレイ解析を通じて正常乳
管組織と TNBCのゲノムワイドな遺伝子発現情報を比
較することで副作用の少ない分子標的の探索を行った。
TNBCと正常乳管組織の遺伝子発現情報を構築する上で，
癌組織周囲に混在する組織球や線維芽細胞の遺伝子発現
情報の混入が問題となるため，マイクロダイセクション
法にて癌組織および正常乳管組織を選択的に採取し遺伝
子発現情報を構築した（図１）２）。その結果，TNBCでは
正常乳管と比較して非常に多くの細胞周期を正に制御す
る遺伝子（AURKA，TOP２A，CCNE１，CDC６，etc）の
発現亢進を認め，一方で細胞外基質や接着に関与する遺
伝子（LAMA３，LTBP２，CHL１，etc）の発現低下を認め
た。また，生体の恒常性の維持に重要な４臓器（心臓・
肺・肝臓・腎臓）の遺伝子発現情報とも比較することで，
より副作用の少ない新規分子標的候補として ASPMお
よび CENPKを同定し，RNA干渉法による ASPMおよ
び CENPKの発現抑制が，効果的に TNBCの増殖抑制
を誘導することも確認した２）。さらにわれわれは，構築
した遺伝子発現情報を用いて TNBCと正常乳管組織の
間でどのような遺伝子セット（パスウェイ）に変動を認
めるかということをMeta-Gene解析を用いて検証した。
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Meta-Gene 解析
Meta-Gene解析は，DNAマイクロアレイ解析により
TNBCと正常乳管との間で有意に発現変動を認めた遺
伝子を既存の遺伝子セットに統合し，得られた統計量
（Z-score）によりどのような遺伝子セットが最も２群
間で変動しているかを探索する in silico解析である３，４）。
その結果，TNBCと正常乳管組織の間では E２F network
や cyclosome regulationといった細胞周期に関連する遺
伝子セットが大きく変動し，興味深いことにそれら変動
している遺伝子セットに共通して，種種のプロテアソー
ム関連因子（１９S／２６Sプロテアソーム構成因子）が TNBC
において高発現していることを見出した（図２）。すな
わち，癌細胞において細胞周期の driving forceとして
プロテアソーム関連因子が深く関わっており，未だはっ
きりとした増殖機構が解明されていない TNBCにおい
て，新規な増殖制御因子の一つとなり得ると考えられた。
TNBCにおけるプロテアソーム構成因子の増殖に与える
役割
前述のように，プロテアソーム関連因子と TNBCの増
殖が密接な関係にあることが同定できたことにより，わ
れわれは TNBC細胞株（MDA-MB-２３１および HCC１９３７
細胞）に対し，RNA干渉法を用いていくつかのプロテ
アソーム関連因子の発現抑制を施行した。その結果，細
胞増殖の抑制および２６Sプロテアソームの触媒活性の低
下，同時に p２１waf１や p２７kip１といった細胞周期を負に制御
する因子の蓄積を確認することができた。従って，これ
ら TNBCで発現上昇を認めるプロテアソーム関連因子
の発現抑制は，TNBC細胞株の２６Sプロテアソームの蛋
白触媒活性を低下させることにより，２６Sプロテアソー
ムの標的である p２１５）や p２７６）といった癌抑制因子である
cyclin-dependent kinase inhibitorsを安定化させ，効果
的に癌細胞の増殖抑制を誘導できるものと考えられた。
プロテアソーム関連因子の細胞内局在
前項で述べたように，TNBCに対し種種のプロテア
ソーム関連因子が有効な分子標的となりうることが示唆
されたが，その中の一つである PAG１（proteasome-
associated gene１）に対する特異抗体を用いて，１００例の
TNBCの切除標本に対し免疫組織染色を施行したとこ
ろ，高発現症例は有意に全生存期間の短縮を認めた。興
味深いことに，PAG１は癌細胞の核・細胞質の両方に染
色されるが，その中でも核染色が高度な症例は無再発生
存期間および全生存期間ともに大幅に短縮している結果
であった。培養細胞系においては，血清飢餓状態に曝し
たMDA-MB-２３１細胞の PAG１は細胞質のみに局在し，
一方で血清を添加することにより再び PAG１は核に局在
し，これは増殖マーカーである ki６７（MKI６７）の発現
パターンとも一致していた。すわなち細胞周期に entry
した増殖が活発な癌細胞において，核内の PAG１がその
図１ マイクロダイセクション法による組織の選択的採取および
DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現情報の構築（文
献２より）
図２ Meta-Gene解析による変動遺伝子セットの同定とプロテア
ソームによる遺伝子セットの機能制御
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増殖制御に極めて重要な役割を担っているものと考えら
れ，同時に PAG１の核濃染が TNBCにおける新たな予
後予測マーカーになりうると考えられた。
TNBCにおけるプロテアソーム関連因子PAG１の２６Sプ
ロテアソーム非依存的な増殖制御機構
ヒト ES細胞を用いた研究により，１９Sプロテアソーム
の構成因子の non-ATPaseサブユニットである PSMD１１
がプロテアソームのキモトリプシン様活性を上昇させる
ことが知られているが７），われわれが同定した PAG１を
HEK２９３細胞に過剰発現させても，プロテアソーム活性
は全く変化せず，一方で NIH３T３細胞の増殖を有意に上
昇させたことから，PAG１の過剰発現および核局在によ
る細胞増殖制御機構はプロテアソームの活性とは全く独
立していることが示唆された。そこでわれわれは，核内
PAG１の細胞増殖制御機構を解明するために，核内 PAG１
と相互作用する分子をMDA-MB-２３１細胞の核抽出物の抗
PAG１抗体による免疫沈降産物を用いて，２DICAL（２-
Dimensional Image Converted Analysis of LC／MS）とい
う方法で探索した。この方法は，細胞溶解液または免疫
沈降産物等に含まれる蛋白をトリプシンで断片化し，す
べてのペプチド断片を網羅的にシークエンス解析する
手法である８，９）。その結果，転写因子 ZNF８４４や DNA修
復に関連する INO８０複合体１０）の構成因子である ARP５
（actin related protein５）が同定され，興味深いことに，
これらの分子はプロテアソームの形成に必要なシャペロ
ン分子の一つであることが報告されている p２８
（Gankyrin）１１）の発現抑制により，成熟プロテアソーム
の形成を阻害した場合においても，強固に PAG１と結合
していたことにより，プロテアソームとは独立して PAG
１と核内にて転写複合体を形成，あるいは DNA修復に
関与して TNBCの増殖を正に制御している可能性が示
唆された（図３）。
おわりに
本研究の網羅的遺伝子発現情報解析により，TNBC
の新たな増殖制御機構として，プロテアソーム関連因子
PAG１を含めた２６Sプロテアソームの触媒活性を介した
細胞周期の駆動制御と，一方で PAG１の核における２６S
プロテアソーム非依存的な増殖制御機構が存在すること
が明らかとなった。前者に対しては，現在多発性骨髄腫
で臨床応用されているプロテアソーム阻害剤 Borte-
zomibの効果が期待されるが，後者の２６Sプロテアソー
ム非依存的な増殖制御機構に対しては Bortezomibは無
効であると推察される。今後 PAG１とその相互作用因子
の核における共局在の生物学的意義と局在制御機構の解
明，およびその相互作用を阻害するような小分子化合物
などの探索が，未だ治療選択肢の少ない TNBCに対し
新たな治療法を提供できるものと考えている。
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SUMMARY
Triple negative breast cancer（TNBC）is considered to be one of the most aggressive subtypes
of all breast cancers. To identify novel potential therapeutic targets and clarify pathophysiological
features for TNBC, we conducted Meta-gene profiling analysis based on gene-expression profiling
of TNBC cases purified by lasermicrobeam microdissection, and found that proteasome-associated
genes（PAGs）were commonly upregulated in various pathways including cell cycle regulation in
TNBC. Depletion of PAGs with RNAi caused the upregulation of p２７and p２１proteins in MDA-
MB-２３１and HCC１９３７cells, respectively, resulting in growth inhibition. Interestingly, immunocy-
tochmical staining revealed that PAG１was observed in the nucleoli and／or cytoplasm（n-PAG１and
c-PAG１）in TNBC cell line and clinical specimens. Immunohistochemical staining of１００TNBCs
showed that high level of n-PAG１was significantly associated with poor disease free and overall
survival of TNBC patients. These results indicate that n-PAG１plays a critical role in nucleus dur-
ing cell cycle progression and might be a novel prognostic indicator or an attractive molecular tar-
get of TNBC.
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